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論文内容要旨
 研究背景・目的
 胎生期の形態形成においてはプログラム細胞死と呼ばれる生理的な細胞死(アポトーシス)が
 みられることは古くからよく知られている。またマウスやニワトリなどの実験動物による多指症
 や合指症などの形態形成異常(奇形)ではこの細胞死の異常が観察されている。したがって奇形
 発生の機序解明にはプ・グラム細胞死の異常の解析も必要となる。一方,従来これらのプ・グラ
 ム細胞死を生じた細胞を処理するのは隣接する間葉細胞であると考えられていたが,近年ではマ
 クロファージの積極的な関与が示唆されるようになった。本研究はプログラム細胞死の異常とい
 う観点から奇形発生の機序を解明するため,その第一歩としてまずマウス胎仔の肢芽指間部の正
 常な発生における細胞死とそれを貧食処理する細胞を光学顕微鏡ならびに電子顕微鏡レベルで組
 織形態学的に詳細に解析したものである。
研究方法
 胎生13,14日のBALB/cマウスの前肢芽を摘出し,光学顕微鏡ならびに電子顕微鏡観察用に
 凍結包埋切片と樹脂包埋切片を作成した。細胞死の検出にはDNA断片化を検出するTUNEL法
 (染色)を用いた。食細胞の同定には代表的なマウスの単球一マクロファージ系抗原である
 F4/80,MOMA-2に対するモノクロナール抗体を用いた免疫組織化学を行った。TUNEL法と
 F4/80またはMOMA-2の二重染色と,さらにはF4/80とMOMA-2の二重染色も行った。
研究結果
 光学顕微鏡による樹脂包埋切片のトルイジンブルー染色の観察では胎生13日の肢芽指間部で
 は核濃縮を呈する死細胞が散在的にしか認められなかったに対して,胎生14日になると指間部
 に核濃縮を呈する死細胞が多数出現しその多くは数個ずつの集団を形成しているのが認められた。
 また胎生13日の死細胞は周囲の間葉細胞に取り込まれていたのに対し,胎生14日の死細胞はそ
 のほとんどがマクロファージに取り込まれており,これらは電子顕微鏡による詳細な観察でも確
 かめられた。凍結包埋切片のTUNEL染色ではこの核濃縮を示す細胞に一致してTUNEL陽性像
 がみられた。TUNEL染色とマクロファージ抗原(F4/80またはMOMA-2)の免疫染色による二
 重染色では胎生14日にみられる多数のTUNEL陽性細胞のほとんどはF4/80またはMOMA-2
 陽性のマクロファージに取り込まれていた。F4!80とMOMA-2の二重染色ではこれらのマクロ
 ファージは両陽性を示した。樹脂包埋切片の免疫染色による電顕観察でも死細胞を取り込んでい
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 るマクロファージにF4/80ならびにMOMA-2の発現が確認され,また死細胞を貧食している間
 葉細胞の細胞内にもMOMA-2の発現が認められた。
考察
 マウスの肢芽においては指間部での死細胞がまだ少ない胎生13日では間葉細胞が死細胞を処
 理していたが,死細胞が大量に生じる胎生14日では死細胞の大部分はマクロファージによって
 貧食処理されていた。したがってマウス肢芽指間部で死細胞を貧食処理する細胞には間葉細胞と
 マクロファージの2系統あり,後者のマクロファージは死細胞が大量に生じる時期に合わせて動
 員されてくることが考えられた。また間葉細胞とマクロファージでは死細胞を貧食する数にも違
 いがあり,前者は1～2個,後者は数個の死細胞をそれぞれ取り込んでいた。これらの死細胞を
 処理するマクロファージのほとんどはadultマウスの代表的なマクロファrジ抗原であるF4/80
 を発現していたことから,胎生期のマクロファージもadultとほぼ同じタイプのマクロファージ
 であると考えられた。しかし一方で死細胞を処理している間葉細胞にもMOMA-2の発現がみら
 れたことから,間葉細胞による死細胞の処理機構の解明も今後のプログラム細胞死の機序解明に
 必要なものの一つであると思われた。
 形態形成異常(奇形)の発生においてはプログラム細胞死の異常がみられることから,プログ
 ラム細胞死を処理する間葉細胞とマクロファージも奇形発生に関与している可能性が強く示唆さ
 れた。
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 審査結果の要旨
 胎生期の形態形成でみられる生理的な細胞死はプログラム細胞死とも呼ばれて古くから知られ,
 「アポトーシス」のひとつの典型例ともされている。また形態形成異常(奇形)の発生において
 はこのプログラム細胞死の異常が生じることが動物実験からすでに示されている。しかしこのプ
 ログラム細胞死の処理過程については「隣接する細胞細胞によって処理される」というのが定説
 とされ,それ以外についてはほとんど言及されてこなかった。ところが近年のアポトーシス研究
 の急速な発展によって,死細胞を処理する食細胞の種類や役割にも詳細な検討がなされるように
 なり,実際に胸腺やリンパ節では「アポトーシス」によって死んだりンパ球のほとんどはマクロ
 ファージによって貪食処理されていることが示された。したがってプログラム細胞死においても
 マクロファージの関与が十分に示唆され,従来からいわれてきた「隣接細胞による処理」との相
 互関係も新たな問題点となってきた。さらには奇形を生じさせる要因のひとつにこの処理細胞の
 関与の可能性も考えられる。
 本研究において著者はマウス胎仔の肢芽を材料とし,指間部でみられるプログラム細胞死とそ
 れを処理する細胞を形態学的に詳細に検討した。その結果,プログラム細胞死がみられる初期
 (胎生13日)では従来からいわれているように隣接した間葉細胞がこれを処理し,細胞死が大量
 に生じる時期(胎生14日)にはそのほとんどがマクロファージによって処理されていることが
 光顕ならびに電顕像にて明確に示された。またこの時期のマクロファージが免疫組織化学的に成
 体(adult)のものとほぽ同じタイプのものであることも示された。これらの結果は「プログラ
 ム細胞死は隣接細胞によって処理されている」という従来からの定説を「プログラム細胞死にお
 いても死細胞の処理にはマクロファージが大きく関与する」と改めるものである。隣接する間葉
 細胞とマクロファージの処理が時期によって違う点についてはまだ不明であるが,プログラム細
 胞死を含め「アポトーシス」の機序解明にはマクロファージなど食細胞のより詳細な研究が必要
 不可欠であることが示された。
 著者は臨床にて奇形の治療に携わることから,奇形発生の機序解明を本研究の最終的な目標に
 している。今回の研究はその第一歩として正常な発生での解析ではあるが,得られた結果は前述
 のごとく従来からの定説を改めるものであり,また今後の「アポトーシス」研究に対しても非常
 に興味あるものである。以上より本研究は学位論文として十分に値する。
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